The amount of D N A and R N A per dry weight as well as the rate of R N A synthesis was determined in a series of almost isogenic and homozygous Saccharomyces strains of different ploidy which had irradiated with different doses of X-rays.
It was found that the R N A content per dry weight showed only a small decrease after irrad ia tion even with high doses. The decrease in the D N A content after irradiation is larger, and it is already maxim al at the smallest X -ray dose tested (75 k r a d ). N o further decrease could be observed even after application of 225 krad.
The R N A synthesis is much more radioresistant in all strains tested (h aploid-hexaploid) than the colony form ing ability. X -ray doses which reduce the colony form ing ability of the cells to less than 1% lead to a reduction of the R N A synthesis of only about 50 per cent. The inactivation of R N A synthesis increases with increasing irradiation doses and increasing incubation time after irradiation.
There was only a small difference in the radiosensitivity of the synthesis of soluble or ribosom al R N A .
Genetic effects on the radiation inactivation of the colony form ing ability, previously described as " aa-effect" and " AS-effect" , show no influence on the radiosensitivity of cellular nucleic acid content and synthesis.
Einleitung
Werden Hefezellen mit Röntgenstrahlen behandelt, so verlieren sie mit zunehmender Dosis die Fähig keit, auf Nähragar makroskopische Kolonien zu bilden. Das Ausmaß dieser Inaktivierung ist von verschiedenen Parametern abhängig. In Stammsyste men von weitgehend homozygoten und isogenen Zellen ist ein wichtiger Faktor der Ploidiegrad des Stammes.
In den vorangegangenen Arbeiten dieser Reihe 1-8 wurde der Aufbau eines weitgehend homozygoten und isogenen Saccharomyces-Systems (haploid bis hexaploid) beschrieben und u. a. die Abhängigkeit der Inaktivierung dieser Stämme durch UV-und Röntgenstrahlen vom Ploidiegrad untersucht und z. T. treffertheoretisch gedeutet1 > 2' 4' 5> 6. 
Bestimmung der Gesamt-RNS-Synthese
Nach Bestrahlung wurde 1 ml der Hefesuspension in 5 ml YE-Medium (s. o.) gegeben und 0,3 ml einer Uracil-2-14C-Lösung (10 ^Ci/ml) und 0,1 ml einer Lö sung von inaktivem Cytosin (500 jug/ml) zugesetzt. An schließend wurde bei 30° geschüttelt. Nach verschiede nen Zeiten, meist nach 0,5 1, 2 und evtl. nach 4 Stdn. wurde 1,5 ml der Zellsuspension entnommen, die Trü bung der Lösung zur Ermittlung der Zellzahl bestimmt und anschließend die Zellen zentrifugiert und 3-mal mit kalter 5-proz. TCA-Lösung gewaschen. Die gewasche nen Zellen wurden dann in 2 ml dest. Wasser aufge nommen und je 0,5 ml der Suspension auf AluminiumSchälchen verteilt. Hauptmenge an löslicher RNS. Aus der Ribosomen fra k tio n und der Ü b e r S ta n d fra k tio n wurde die RNS durch Schütteln mit wäßrigem Phenol in Gegenwart von 0,5% Na-Dodecylsulfat (20 Min. bei 30 °C) extra hiert und aus der wäßrigen Phase mit kaltem Äthanol gefällt. Der Niederschlag wurde in 0,14-tti. NaCl gelöst und mit DNase behandelt.
Die erhaltenen Fraktionen wurden auf ihren RNSGehalt und auf ihre Radioaktivität geprüft.
Bestimmung von Trockengewicht, D N S -und RNS-Gehalt
Zu bestimmten Zeiten nach der Bestrahlung wurden gleiche Anteile der Kultur entnommen, 3-mal mit kal ter TCA (5%) und je 1-mal mit Äthanol, Äthanol/Äther jedoch -besonders ca. eine Generationsdauer nach Bestrahlung und Inkubation -recht stark abnimmt. Auffallend ist, daß zwischen den verwendeten Dosen (75, 150, 225 krad) keine gesicherte Dosisabhängig keit zu beobachten ist (vgl. auch Tab. 1).
R ö n tge ndosis [k ra d ]
D N S -G e h a lt (P ro ze n t d e r u n bestra h lte n K o n tro lle ) R N S -G e h a lt (P ro z e n t d er u n b estra h lte n K o n tro lle ) 
Einbau von U racil-2-u C in die gesamte R N S
Um Unterschiede in der Neusynthese von RNS nach der Röntgenbestrahlung bei den verschiedenen Stämmen untersuchen zu können, wurden die Zellen nach der Bestrahlung bestimmte Zeit in einem Nähr medium mit Uracil-2-14C inkubiert und die A u f nahme der radioaktiven RNS-Vorstufe bis zu 3 Stdn. lang verfolgt.
In einem Kontrollversuch war sowohl für be strahlte als auch für unbestrahlte Zellen festgestellt worden, daß die Aufnahme von Uracil-2-14C in die Zellen sich mit dem Einbau in die RNS deckt, wenn man eine gewisse zeitliche Verzögerung berücksich tigt. Typische "Dosiseffektkurven" der Wirkung der Röntgenstrahlen auf die RNS-Synthese sind in Abb. 3 zu sehen. Danach ist der haploide Stamm immer der empfindlichste, während die Resistenz beim Übergang zu höherploiden Stämmen deutlich steigt. Wenn auch die Unterschiede zwischen dem di-, tri-und tetraploiden Stamm gering sind, so ist doch eine Korrelation zwischen Zunahme der Re sistenz und Zunahme des Ploidiegrades unverkenn bar. Ein solcher stetiger Anstieg der Resistenz der RNS-Synthese mit zunehmendem Ploidiegrad der Zellen unterscheidet sich deutlich von den V er hältnissen bei der Inaktivierung der Koloniebildungsfähigkeit. Letztere zeigt stets ein Resistenzmaximum bei di-oder triploiden Zellen, und einen Resistenz abfall bei höheren Ploidiegraden.
Außer bei diesen Stämmen wurde noch die RNSSynthese bei drei verschiedenen diploiden Stämmen untersucht: 211 -la/2 (Paarungstyp a a ), 211 -1 aM/2 (Paarungstyp aa, bedürftig für Isoleucin-V alin), 211 (Paarungstyp a a ). Bei der Inaktivie rung der Koloniebildungsfähigkeit zeigte sich bei diesen Stämmen immer eine deutliche Zunahme der Resistenz beim Übergang vom homozygoten zum heterozygoten Paarungstyp (211 -la/2 -> 211, "aa-Effekt" , 1. c . *) oder beim Übergang einer Aminosäure-Unabhängigkeit zu einer Aminosäure bedürftigkeit (211 -la/2 -211 -1 aM/2 "ASEffekt" , s. Aus dieser Abbildung ist ersichtlich, daß -be sonders bei hohen Dosen -sich der Strahlenschaden erst nach einer gewissen Zeit stärker manifestiert. Bei sehr hohen Dosen nimmt die RNS-Synthese nach einer Generationsdauer (ca. 1 -2 Stdn.) stark ab, während direkt nach der Bestrahlung noch ca. die Hälfte der Aufnahme an Uracil-2-14C erfolgt wie bei der Kontrolle. 
Einbau von U ra cil-2 -1*C in verschiedene R N S -

Fraktionen
Die Wirkung von Röntgenstrahlen auf 2 ver schiedene RNS-Arten, auf die "transfer" -RNS (solu ble RNS, s-RNS) und auf die Ribosomen-RNS (r-R N S) wurde bei haploiden und diploiden Zellen untersucht. Beide RNS-Arten wurden nach den oben angegebenen Methoden nach einstündiger Inkubation mit Uracil-2-14C isoliert.
Die gemessenen spezifischen Aktivitäten dieser Verbindungen sind der Tab. 2 zu entnehmen. Bei unbestrahlten Kontrollen beider Stämme war die spezifische Aktivität der r-RNS geringfügig kleiner als die der s-RNS. Ferner wurde beobachtet, daß bei diploiden Zellen die Synthese der r-RNS etwas strahlenempfindlicher ist als die der s-RNS. Thymin aufnehmen 12, eine direkte Markierung der DNS mit radioaktivem Thymin also nicht möglich ist. Andere Methoden -z. B. Isolierung der DNS nach Markierung mit radioaktivem Cytosin oder Adenin -sind wesentlich schwieriger durchzuführen und erfordern den Einsatz größerer Mengen an radioaktiver Substanz, da der Gehalt an DNS an der Gesamt-Nucleinsäuremenge weniger als 2% be trägt3. Erste Versuche zeigten aber mit einiger Sicherheit, daß die DNS-Synthese wenigstens um den Faktor 2 strahlenempfindlicher ist als die RNSSynthese. Ähnliche Ergebnisse über DNS-und RNS-Gehalt wie die hier angegebenen, wurden auch von H ilz und E c k s t e i n 13 nach Bestrahlung synchronisierter Hefezellen beschrieben. Die Inaktivierung des Koloniebildungsvermögens bei den verwendeten Saccharomyces-Stämmen durch Röntgenstrahlen zeigt eine bestimmte Abhängigkeit vom Ploidiegrad (Abb. 5) und vom genetischen Hintergrund (Genotyp) der Stämme (aa-und AS-E ffekt1 ? 6) . Parallelen zu diesem Verhalten konnten bei der Inaktivierung der RNS-Synthese nicht ge funden werden. Zwar ist beim Übergang vom haploi den zum triploiden Stamm eine qualitativ ähnliche Zunahme der Strahlenresistenz bei der RNS-Synthese feststellbar wie bei der Inaktivierung des Kolonie bildungsvermögens (Abbn. 3 und 5 ), jedoch zeigt schon der tetraploide Stamm, der bei einer voll ständigen Korrelation der Ergebnisse eine etwas größere Strahlensensibilität der RNS-Synthese haben müßte als der triploide Stamm, ein eher resistenteres Verhalten als die Stämme mit p < 4. Ein noch stärkeres Abweichen vom Verhalten der Inaktivie rung des Koloniebildungsvermögens zeigt der hexaploide Stamm: Im Falle der RNS-Synthese ist dieser W orauf der unterschiedliche Einfluß bestimmter Gene (aa-und AS-Effekt) auf die Strahlenempfind lichkeit von RNS-Synthese und unbeschränkter T ei lungsfähigkeit zurückzuführen ist, läßt sich z. Z. noch nicht eindeutig bestimmen. Bei der strahlen induzierten Hemmung der RNS-Synthese lassen sich, wie bereits oben angeführt, zwei Komponenten unterscheiden: die kurz nach der Bestrahlung auf tretende geringe und die sich später manifestierende stärkere Hemmung. Die Annahme erscheint nicht unberechtigt, daß die später eintretende Hemmung durch eine Schädigung der beteiligten Enzyme ver ursacht wird (sekundäre RNS-Synthese-Hemmung), während die bereits kurz nach der Bestrahlung fest stellbare Hemmung evtl. durch Veränderungen an den Startpunkten der Transskriptionsprozesse20 in der DNS hervorgerufen werden kann (primäre RNSSynthese-Hemmung) . Da die primäre Hemmung nur sehr gering ist, ist zunächst die sekundäre Hemmung von Bedeutung.
